





























New  semi‐empirical  rate‐law  system  of  equations  is  proposed  for  the  first  time  for 26 
consecutive  photoreactions  that  involving  up  to  four  photoreaction  steps,  AB4(4).  The 27 
equation  system  was  developed,  tested  and  validated  against  synthetic  kinetic  traces 28 
generated by  fifth‐order Runge‐Kutta  (RK‐5)  calculations.  The model  accurately  fitted  the 29 
kinetic traces of Riboflavin photodegradation in ethanol which decomposes via the AB2(2) 30 




from 0.005  to 0.00756 and 0.0012  to 8 10‐5  for  the  first and  second photoreaction  steps, 35 
respectively. They were found to increase with wavelength in defined sigmoid functions. For 36 
this monochromatic irradiation range, Riboflavin proved to be a useful actinometer. Finally, 37 
a  photodegradation  scale  based  on  pseudo‐rate‐constant  values  was  also  proposed  for 38 










Photokinetics  of  consecutive  reactions  are  ubiquitous  in  both  photochemical  and 47 
pharmaceutical  systems.1‐5 However,  their kinetic description has  remained unresolved  in 48 
the  literature  where  only  the  classical mathematical  treatments  are  proposed  for  such 49 
purposes.6‐8  These  treatments,  originally  developed  for  reactions  governed  by  purely 50 
thermal processes, do not  take  into account  the specificities  relative  to  the  interaction of 51 
the  reacting  species  with  light.  Conceptually,  the  differential  equations  characterising 52 
photoreactions  in  general  and  drugs’  photodegradation  in  particular  have  a  different 53 
formulation  to  those established  for  thermal  reactions. A difference  that  implies  that  the 54 
integrated rate‐laws of phototransformations should not   mathematically be equivalent to 55 
those derived for 0th‐, 1st‐ and 2nd‐order reactions, for example. Indeed, photoreactions have 56 
been  proven  to  obey  ‐order  kinetics  that  typically  involves  a  logarithmic  function 57 
embedding an exponential term (the log‐exp function) for the description of the variation of 58 
the  reacting  species  concentrations’ with  time  (the  integrated  rate‐laws).9,10 As  a  closed‐59 
form  integration of  the  systems of differential equations  relative  to photoreactions  is not 60 
generally  possible,11  a method was  devised  to  derive  validated  semi‐empirical  integrated 61 
rate‐laws for such reaction systems.12,13 This approach was applied here, for the first time, 62 
to AB4(4)  reactions  involving  four  consecutive  reaction‐steps  (each defined by a unique 63 
quantum yield ) where an initial species (A) sequentially leads to four photoproducts (B1 ‐ 64 
4) , as depicted in Scheme 1.  65 
A    B1    B2    B3    B4 66 
Scheme 1: The reaction mechanism for AB4(4) consecutive photoreactions. 67 
A→B1 B1→B2 B2→B3 B3→B4
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nutrition  solutions.14,17,18  Dietary  deficiency,  although  uncommon,  manifests  itself  by 73 
disturbances of  the  skin and eyes.15,17 Being also an essential  component of many bodily 74 
enzymes  and  coenzymes,  vitamin  B2 proved  to  be  vital  to  the  normal  functioning  of  a 75 
number  of  systemic  oxidation‐reduction  reactions  as  well  as  several  metabolic 76 
pathways.15,16 Furthermore, recent findings have also revealed that Ribo can inactivate high 77 






research papers have been devoted  to  the photochemistry of Ribo  in both  aqueous  and 84 
organic  solvents.21  Its  photodegradation was  shown  to  occur  sequentially  in  a  two‐step 85 
consecutive reaction  in alcohols and aqueous buffered acidic solutions.  It phototransforms 86 





While  studies  on  Ribo  photoproducts,  photoreactions  mechanisms  and  to  some  extent 90 
photostabilising means are abundant, the kinetics of photodegradation reactions have been 91 












A  fifth‐order  Runge‐Kutta  (RK‐5)  numerical  integration  programme  within  Mathcad  2.1 104 
software, was used to generate numerical integration data for simulated AB4(4)  reactions. 105 













top  of  the  sample  cuvette  i.e.  the  excitation  and  the  analysis  light  beams  were 117 





of  the  incident excitation beams at a  specific wavelength. The  radiant power,  ( ), was 123 








continuously  during  the  reaction  monitored  experiment,  and  completely  shielded  from 132 
7 
 




A 1.2 x 10–4 M  stock  solution of Ribo  in ethanol was prepared by weighing  the  solid. The 137 







a  series  of  different  radiant  power  values  for  each wavelength.  The  kinetic  traces were 145 





The  differential  equations  defining  the  time  variation  of  the  species  concentrations 151 







(irr),  species A and B1 ‐ 4 are characterised by different absorption coefficients  i.e.  they 157 
absorb different amounts of light ( )  158 
 159 
Φ → 																																																																																		 1  
Φ → Φ → 																															 1  
Φ → Φ → 																													 1  
Φ → Φ → 																													 1  
Φ → 																																																																																				 1  
 160 
where Φ → , Φ → , Φ →  and Φ →    are  the  quantum  yields  of  the  consecutive 161 
photoreaction steps, realised at   (nm). The excitation beam traverses the sample with an 162 
optical path‐length,   (cm).  ,  (M‐1cm‐1), are the molar absorption coefficients of 163 








with  (cm)  being  the  path‐length  of  the  monitoring  light  of  the  spectrophotometer 166 
through  the sample and 
⁄
,    the  total absorbance of  the medium  irradiated and 167 
observed at  . 168 
The mathematical  integration of  the photoreaction  rate‐laws  (Eqs.(1)) cannot be achieved 169 
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	 1 10 1 0 1 B3→B4	 	 10 1 0
1
A→B1 B1→B2 	B2→B3
B3→B4 A→B1 B1→B2 A→B1 	B2→B3 A→B1
A→B1 B1→B2 	B2→B3
B1→B2 A→B1 	B2→B3 B1→B2 B3→B4 	 B1→B2
A→B1 B1→B2 	B2→B3
	B2→B3 A→B1 	B2→B3 B1→B2 B3→B4 	 	B2→B3
B1→B2 B2→B3 	B3→B4 	 1 10 1
0 1 A→B1	 	 10 1 0
1 B3→B4 A→B1 B1→B2 A→B1 	B2→B3 A→B1
A→B1 B2→B3 	B3→B4 	 1 10 1
0 1 B1→B2	 	 10 1 0
1 B1→B2 A→B1 	B2→B3 B1→B2 B3→B4 	 B1→B2
A→B1 B1→B2 	B3→B4 	 1 10 1
0 1 B2→B3	 	 10 1 0




The  general  form  of  the  rate‐constants  →  (expressed  in  s
‐1)  is  given  in  Eq.(4)  where  i 185 
corresponds  to  the  reacting  species  in a given  reaction  step  (either  the  initial  reactant or 186 
photoproduct)  and  j  represents  its  subsequent  photoproduct.    (einstein‐1  dm3)  is  the 187 
pseudo‐rate‐constant.29  188 
 189 
→ 	 Φ →
1 10
0
→ 																																						 4  
 190 




in  the  photoreaction,  the  equation  describing  the  variation  of  the  total  absorbance with 193 
reaction  time  for  AB4(4),  is  defined  on  the  basis  of  the  individual  species  time‐194 
concentration equations Eq.(3), as 195 
 196 
⁄ 																																																																																								 5  
 197 
This  model  equation  offers  then  the  possibility  to  monitor  the  evolution  of  a  given 198 




equations, namely,  the observed  initial  velocity,  	
⁄
 (s‐1) of  the photoreaction.  It  can 203 
either  be  worked  out  from  Eqs.(1),  as  the  theoretical  equation  ( ,			 .
⁄
,  Eq.(6a)),  or 204 















1 10 1 																																																						 6  
 210 
with  0  being the initial concentration of species A and  0 , the photokinetic factor 211 
at t = 0 (i.e. in Eq.2, 
⁄ ⁄ 0 ). 212 
 213 
It  is worth  noting  that  in  the  case where  only one  photoreaction  step  is  involved  in  the 214 
reaction  (i.e.  → =  → =  → =  0),  these  sets  of  equations  reduce  down  to  the 215 





consecutive  photoreactions  types  was  tested  against  150  RK‐5‐generated  kinetic  traces. 221 
These traces were obtained by varying input parameters that fed the RK‐5 calculation with 222 
plausible  values  for  the  AB4(4)  reactions  including  initial  concentration,  CA(0),  radiant 223 










to  or  exceeding  1.8  (i.e. 
/ ∞ 	 0.22 );  a  limitation  that  can  usually  be 232 
circumvented by  reducing  the  initial  species concentration or  the  irradiation optical path‐233 
length. 234 
 235 
Table  1:  Examples  of  data  sets  used  to  generate  AB4(4)  kinetic  traces  using  RK‐5.  The 236 
calculated overall rate‐constants values are also indicated. 237 
  Trace 1  Trace 2  Trace 3  Trace 4  Trace 5  Trace 6  Trace 7 
CA(0)x 10
6 (M)  10  8.0  4.0  8.0  9.0  7.0  4.0 
Px106 (einstein. s‐1.cm‐3 )  5.0  3.0  5.0  6.0  8.0  6.0  7.0 
(cm)  1  2.5  5  1.4  1  2  2 
 (M‐1cm‐1)  3500  5500  16000  2500  8550  2200  3750 
(M‐1cm‐1)  5800  3200  14000  12400  6500  6500  4800 
(M‐1cm‐1)  5900  1500  12000  1100  4200  8700  6700 
(M‐1cm‐1)  6300  3666  10000  5000  3100  5000  3200 
(M‐1cm‐1)  7000  5700  8000  4000  2249  1050  2100 
→  
0.1  0.02  0.03  0.1  0.01  0.05  0.02 
→  
0.2  0.1  0.001  0.1  0.2  0.03  0.08 
→  
0.3  0.1  0.02  0.1  0.2  0.01  0.1 
→  
0.1  0.05  0.06  0.1  0.1  0.02  0.05 
→  (s
‐1)  0.00387  0.00175  0.01955  0.00490  0.00155  0.00290  0.00234 
→ 	(s
‐1)  0.01250  0.00495  0.00059  0.02300  0.02270  0.00520  0.01185 
	 →  (s
‐1)  0.01905  0.00230  0.01061  0.00230  0.01510  0.00240  0.02032 
	 →  (s















confused with an AB(1)  reaction).  In any  case,  it  is  important  to underline  that,  for  the 250 
whole RK‐5  set of  studies,  a  good  fit was obtained  for  these  absorbance  traces with  the 251 
general  model  Eq.(5).  Cases  of  submechanisms  (AB3(3)  and  AB2(2))  were  also 252 



































reaction.  In  this  respect  the methodology  imposes  that  the  validation  of  the  equations 264 




calculate  the  theoretical values,  for each  individual photoreaction step  in a given reaction 269 
( . ), using  the data provided  in  Table  1. Besides,  the  values of  the  same overall  rate‐270 





























linear correlation was found between the two ( . and  . ) sets of values (Fig.3A) 275 
 276 





,  respectively).  A  good  fit  was  evidenced  here  as  well  (Fig.3B). 278 
Overall,  the  calculated  and model  fitting‐determined parameter  values  for both	  and  , 279 





Figure  3:  Correlation  between  the  rate‐constant  ( . ,  Fig.3A)  and  the  initial  velocity 285 
( 	 .
⁄
,  Fig.3B)  values  calculated  theoretically  using  the  AB4(4)  Eq.4  and  Eq.6a 286 
equations  respectively),  and  those  determined  from  the  fitting  of  RK–4  data  with  the 287 
AB4(4)  model  equations,  . (Eq.5)  and  , .
⁄
























































photoreaction mechanism  (Scheme  2).  An  intermediate  aldehyde  photoproduct,  FMF,  is 300 
formed  by  intramolecular  photoreduction  of  the  isoalloxazine  ring  system  followed  by 301 
oxidation  of  the  ribityl  side‐chain.    This  first  photoreaction  step  was  shown  to  occur 302 
predominantly  from  the  triplet  state  of  the  photo‐excited  Ribo  molecule.28,30  It  was 303 
suggested that the ribityl chain rich in hydroxyl oxygen atoms promotes the transition from 304 
the excited singlet to the excited triplet‐state and stabilises the latter by steric protection.28 305 
The  intersystem  crossing  quantum  yield  for  Ribo was  reported  to  be  high  around  0.6  in 306 
methanol31 and 0.7 in ethanol.27. Triplet state lifetimes of 3.7 and 19 μs were also reported 307 
for Ribo  in aqueous and methanolic solutions, respectively.32,33 The second photolysis step 308 












and visible parts of  the  spectrum have mainly been attributed  to ‐*  transitions.25,28,32,33 318 
Monochromatic irradiation of Ribo ethanolic solutions resulted in the photobleaching of the 319 
solution  through  the  typical  disappearance  of  the  visible  absorption  peak  with  a 320 
concomitant decrease in absorbance in the UV region and the appearance of a shoulder at 321 
around 390 nm.  The  recorded  isosbestic points  at 405, 383, 320, 303, 260,  and 233 nm, 322 





Figure  5:  Evolution  of  the  electronic  absorption  spectra  of  1.11  x  10–6 M  Riboflavin  in 328 
ethanol  subjected  to  continuous  irradiation  with  a  460  nm monochromatic  beam  (at  a 329 



























It  has  been  reported  that  wavelengths  in  the  range  of  350‐500  nm  cause  Ribo 336 
photodegradation with the wavelength range of 415 – 455 nm being the most damaging.21 337 
Furthermore,  photoirradiation  experiments  of  Ribo  in  ethanol  revealed  a  considerably 338 
slower  photoreaction  under  UVB  irradiation  compared  to  irradiations  undertaken  in  the 339 
visible region of the spectrum.21 Accordingly, the present kinetic study was predominantly 340 
focused  on  investigating  Ribo  photokinetics  in  the  photodegradation  causative  range 341 
situated between 400 and 480 nm. 342 
 343 
Monochromatic  irradiation  experiments were  performed  at  different wavelengths  (  = 344 
400, 420, 445, 460 and 480 nm) in order to cover the whole wavelength range of interest. 345 








Continuous  irradiation of Ribo under different wavelengths  results  in  the gradual  reduction of 350 
absorbance as observed  at 445 nm  (Fig.6).  Fitting of  these  traces was performed using Eq.(5) 351 
where  	 2→ 3  and  	 3→ 4		in  Eq.4  were  given  the  zero  value  to  correspond  to  the  AB2(2) 352 
mechanism of Ribo.  353 
 354 







Figure 6: The photokinetic traces  for the photodegradation of Ribo  in ethanol  (~1.2 x 10–6 360 
M) under continuous irradiations at  = 400, 420, 445, 460 and 480nm and observation at 361 
=  445nm.  The  geometric  shapes  represent  the  experimental  data  whereas  the 362 
continuous lines represent the model fitted traces using Eq.(5).  363 
 364 
Fitting of  the model allowed  the determination of  the  individual overall  rate‐constants of 365 
the consecutive photoreaction steps,  →  and  → , respectively.  → was found to be 366 
10  to 40–fold higher  than  → for  the 400‐480 nm  irradiation  range, even  though both 367 




If       values  can  provide  indication  about  individual  photoreactions’  rates  for  the 372 
experimental  conditions  used,  they  do  not  reflect  the  photochemical  efficiencies  of  the 373 
reactive molecules at the selected irradiation wavelength, nor can they be used to compare 374 



































, Φ →  and Φ → .  383 
 384 










































Appling  the  above  elucidation methods  to  the  kinetic  data  obtained  for  each  individual 401 
irradiation  wavelength  across  the  selected  spectral  range  allows  defining  a  number  of 402 
reaction’s and species’ attributes.   403 












































B2  by  substitution  of  the  values  of  ,  ,  → and  →  into  concentration 415 
equations, Eqs.(3).  It  is  interesting  to notice  that Ribo photo‐depletion  is  achieved  in  the 416 
relatively early stages of the reaction (~ 3 hours) compared to its photoproduct. This means 417 






















































































































































The  individual quantum yield values (Table 2)  increased with  irradiation wavelength  in the 433 
visible region of the spectrum (Fig.9). This variation however, was more pronounced for the 434 
second photoreaction step (FMF) with a 5‐fold  increment between the  lowest and highest 435 
recorded  quantum  yields  compared  to  only  a  1.5‐fold  variation  for  the  quantum  yields 436 
corresponding  to  the  initial  photoreaction  step  (Ribo).    The  quantum  yield  values 	437 
Φ → were 6 – 20 times higher than the subsequent Φ → . Interestingly, the variations of 438 
both  sets of quantum  yield  values were well described by  sigmoid  functions  (Eqs.8).  The 439 
sigmoid equations offer the possibility to determine the quantum yields of photoreactions 440 
at any wavelength between 400‐480 nm based on only a few experimental points. Overall, 441 
such  kinetic  behaviour  has  previously  been  observed  for  several  drugs.12,29,35‐38  These 442 
findings might  suggest  a  common  trend  for  photodrugs  and  certainly  confirm  that  the 443 



















Figure 9: Quantum yield values  for  the two consecutive photoreaction steps of Ribo  (1.8 x 10‐6 M) 453 





Figure 10: Correlation between experimental quantum yield values corresponding  to  the  first and 459 
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Remarkably,  a  linear  correlation  could  be  established  between  the  first  and  second 462 
photoreactions quantum yields values  for  increasing  irradiation wavelengths  (Fig.10). This 463 
might  indicate  the  important/predominant  role  of  the  isoalloxazine  ring  in  the  primary 464 
photochemical  steps  of  Ribo  and  FMF  (which  is  also  supported  by  the  absence  of 465 
photoreactivity in the more aromatic LC). 466 
 467 






Over  the  last  50  years,  a  substantial  number  of  compounds  exhibiting  wavelength‐474 
dependent quantum yields were reported despite their “normal” features in fluorescence.44‐475 
48  This  strongly  points  to  a  limitation  of  a  universal  applicability  of  Kasha’s  rule  in 476 
photochemical processes, as  suggested,  in  the  late 1970s, by Turro et al.49 The  literature 477 
does not yet provide a general and/or a unique fundamental explanation for the observed 478 








The pseudo‐rate  ( , Eq.(4)) and pseudo‐initial  velocity  ( , Eq.(6a))  constants  can be 485 
determined by fitting Eq.(5) to the experimental kinetic data obtained for increasing radiant 486 
power    ( )  values  at   (Fig.11).  The  correlation  between  the  pseudo‐constants, 487 
determined by model fitting, with their respective radiant power value for each wavelength 488 
experiment,  yielded  straight  lines  (r2 >  0.96)  with  intercepts  close  to  zero  (Table  3),  as 489 






































and  laboratories,  and  as  a  result  the  overall  rate‐constant  could  not  be  suitable  for  such 502 
comparisons. For  instance,  these  factors could be used  to establish a photoreactivity scale 503 
whereby drugs are ranked according to their e.g.  value. We propose here a provisional 504 
scale as given in Table 4. For experiments where the concentrations and/or irradiation path‐505 




Table  3:  Correlation  between  → , → ,  and  	with  radiant  power  ( ),  for  Ribo  510 
(1.8  x  10‐6 M)  photodegradation  in  ethanol  ( =  2  cm;  =  1  cm)  together with  the 511 











420 302.22 3 10  3.52 	5 10  
 
-2.88 	6 10  6.27 – 1.30 
445 421.9 5 10  43.7 3 10  -4.15 3 10  
 
6.05 – 12.5 
460 305.1 	8 10  41.9 	2 10  -2.49 	1 10  
 
7.46 – 1.39 
480 225.8 	4 10  39.7 	2 10  -7.21 	5 10  
 
8.17 – 19.2 






The  adjustment  is  achieved  by  dividing   by  the  ratio  /  518 























3.5. Ribo actinometry 527 
An additional benefit procured by the  factors  is the development of new actinometric 528 
systems.  In  the  case  of  Ribo,  the  linear  correlation  between  its  overall  rate‐constant  of 529 
photodegradation with radiant power (Table 3) highlights its utility as an actinometric tool in 530 
the  400‐480  nm  spectral  range.  In  addition,  the  fact  that  factors  present  triangular 531 







Figure 12: Variation of the pseudo‐rate‐constant   with  irradiation  wavelength  for  each 539 
photoreaction  step  Ribo (1.8 x 10-6 M) photodegradation in ethanol ( = 2 cm; = 1 540 
cm). 541 




































it  to  Eq.(5).  The  determined  →  or  →  together  with  the  corresponding  → or 544 
→ , respectively can then be substituted  into Eq.9 (which has been derived from Eq.4), 545 












350 nm),36 Montelukast  (260 – 380 nm),35 Axitinib  (290 – 380 nm),39 Nifedipine  (280 – 400 nm),12 552 
Nisoldipine (320 – 400 nm),38 Sunitinib (320 – 480 nm),37 Riboflavin (420 – 480 nm), and Diethylarene 553 










The methodology  adopted here has proven  to  be  a  very useful  tool  to developing  semi‐562 
empirical  integrated  rate‐laws  for  photoreactions.  It  has  successfully  been  used  to 563 










The analysis of pseudo‐rate‐constants  ( ) could bring a  simple way of  categorising  the 574 
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